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. TITULO

ALTERNATIVA AL TRATAMIENTO DE QUEMADURAS MEDIANTE EL EMPLEO
DE UN SUBSTITUTO DERMICO, CONFORMADO POR UN SPRAY DE CELULAS
MADRE MESENQUIMALES AISLADAS DE GRASA CORPORAL. ESTUDIO
EXPERIMENTAL EN PORCINOS RAZA YORKSHIRE-LANDRACE.

1.  DEFINICION DEL PROBLEMA
No existe en el mercado un producto que permita la reepitelizacion de quemaduras y
Ulceras mediante el uso de células alogénicas de amplia bioactividad; Unicamente existen
productos autélogos compuestos por fibroblastos y células de la piel como los
queratinocitos, mismos que son obtenidos por medio de una biopsia y posteriormente
cultivados in vitro para obtener la cantidad suficiente que permita cubrir el area afectada.
Esta técnica es cara, de lenta implementacion y con resultados no siempre satisfactorios,
puesto que en ocasiones es necesario esperar mas de dos semanas para obtener el
producto en condiciones para su aplicacion, periodo durante el cual el paciente

permanece expuesto a agentes contaminantes.

Existen otros estudios que emplean queratinocitos y fibroblastos alogénicos en
una matriz de colagena, los cuales son posteriormente liofilizados y almacenados hasta su
uso; sin embargo, el producto final es un producto no vivo, por lo que el proceso de

restauracién no resulta tan eficiente.

El presente estudio pretende aprovechar algunas de las biomoléculas que secretan
las células madre mesenquimales para causar la regeneracién de heridas debidas a
quemaduras o Ulceras, por lo que se considera un trabajo innovador en el segmento de

restauracion epitelial.



La aplicacion de estas células se realiza mediante la fabricacion de un spray
liguido que funciona como vehiculo. El bioandamio creado est4d constituido por
elementos bioabsorbibles como: factor endotelial, fibroblastos y un concentrado de
interleucinas, que permiten generar un ambiente propicio para que la célula produzca el
proceso biolégico deseado. Las células mesenquimales pueden conservarse in vitro
durante largos periodos, lo que les permite ser cosechadas y criopreservadas hasta su uso
en la construccion del sustituto dérmico. La disponibilidad del producto es inmediata, ya
que éste puede ser armado y enviado para su aplicacion en condiciones Optimas. La baja
inmunogenicidad de la célula mesenquimal, la secrecion de interleucinas
antiinflamatorias, la induccién de anergia clonal de linfocitos T citotdxicos, la secrecion
de interleucinas del perfil Th2, la secrecion de varios factores de crecimiento celular, la
secrecion de proteinas de remodelacion tisular como las metaloproteinasas, la secrecion
de factores angiogénicos como el factor de crecimiento vascular endotelial, entre otros,
colocan a estas células como un potencial factor clave en el desarrollo de la medicina

regenerativa.

En resumen, no existe hasta ahora un producto creado mediante biotecnologia que
pueda ser utilizado en la reepitelizacion, empleando células vivas, sin que tengan que
obtenerse del mismo paciente. Por consecuencia, son largos los periodos de espera para la
obtencion del producto terminado. Asi mismo, no existe un producto en el mercado que,
ademas de reepitalizar, inhiba al mismo tiempo el proceso inflamatorio, el cual, de ser

exacerbado, puede llegar a producir necrosis de implantes autélogos.

.  ANTECEDENTES Y MARCO TEORICO

Las quemaduras representan uno de los accidentes mas frecuentes del ser humano. Una

de las principales causas de muerte entre nifios y adultos jovenes son los accidentes



producidos en el hogar (caidas, quemaduras e intoxicaciones), los cuales se han
convertido en un problema de salud publica, tanto por el riesgo de muerte como por las
consecuencias sanitarias, psicoldgicas y sociales que producen, traduciéndose en una
carga social y econdmica para los paises. Ir6nicamente, muchos de este accidentes son
previsibles, siempre y cuando se cuente con medidas de informacion y educacion

adecuadas.

La quemadura es una lesion causada, la mayor parte de las veces, por un agente
fisico (vapor caliente, liquido caliente, fuego, productos quimicos, electricidad, entre
otros) que crea o conduce calor, provocando la destruccién de la piel de forma parcial o

total.

En Estados Unidos se estima que durante 2015, se presentaran 486,000 urgencias
que tendran que ser atendidas en centros hospitalarios y 40,000 hospitalizaciones

urgentes, relacionadas con quemaduras”.

Las causas mas frecuentes de quemaduras son potencialmente evitables, puesto
que principalmente se trata de accidentes domésticos, industriales o de trabajo. Los
agentes causales mas frecuentes son: liquidos que se encuentran en estado de ebullicion
(normalmente entre la poblacién infantil); el fuego directo (adultos) y la electricidad
(accidentes de trabajo)™. En la mayor parte de los paises, las estadisticas son incompletas.
En México, segun datos del Instituto Nacional de Estadistica, Geografia e Informética
(INEGI), existen casi 120 millones de habitantes, de los cuales, cerca de 70 millones ha
sufrido o sufrira algun tipo de accidente; de estos, el 6% (4 millones) ha sido o tendra que
ser atendido por causas secundarias a quemaduras por lo menos una vez en su vida", cifra

que equivale al 3.5% del total de la poblacion nacional. El lugar con mayor incidencia de

accidentes por quemaduras es el hogar, con casi un 70% de los casos; después le siguen la



via publica y la industria. EI hombre tiende a quemarse con mayor frecuencia que la
mujer: 68% de los casos corresponde a hombres y 32% a mujeres. La probabilidad de un
hombre de sufrir quemaduras accidentales es evidentemente mayor durante la edad mas

productiva de su vida.

El dafio en el tejido comienza cuando la temperatura excede los 40°C, y progresa
rapidamente conforme la temperatura asciende. Las personas con quemaduras graves
deben afrontar multitud de problemas durante su hospitalizacion inicial, tales como: 1)
Compromiso de la via aérea debido al edema, 2) Lesion de la via aérea inferior por
inhalacion de humo, 3) Sindrome de distress respiratorio (SDRA), 4) Restriccion de la
movilidad de la pared toracica debido a constriccion provocada por la escara rigida de las
quemaduras y el edema subcuténeo, 5) Alteracion de la perfusién de un miembro debido
a la constriccidon y edema provocados por una escara 6) Manejo de liquidos y electrolitos,
7) Procedimientos quirargicos multiples con problemas anestésicos en cuanto a control de
liquidos, reposicién de sangre y regulacion de temperatura corporal, 8) Sepsis y uso de
maultiples antibidticos en un huésped inmunocomprometido, 9) Crecimiento de gérmenes
oportunistas como hongos y virus, 10) Problemas nutricionales debido al
hipercatabolismo, 11) Control del dolor, 12) Problemas psicolégicos que afectan al

paciente y su entorno familiar, 13) Rehabilitacion funcional y estética’.

La reparacion de heridas en la piel requiere de un complejo proceso
biomolecular de migracion celular, proliferacion, angiogénesis y remodelacion de la
matriz extracelular. Este proceso involucra varias células, factores de crecimiento y la
sintesis de proteinas de la matriz extracelular. Durante la regeneracion de la piel, la
migracion celular y la remodelacion del tejido, es necesaria la degradacién de la matriz

extracelular y la liberacion de factores de crecimiento. La degradacién proteolitica de la



matriz, particularmente la MMP-9, juega un papel critico en la degradacion de la matriz
extracelular, ya que facilita los pasos iniciales necesarios para la angiogénesis. La alta
expresion de MMP estimula la respuesta angiogénica y subsecuentemente promueve el
proceso de regeneracion dérmica. La angiogénesis, esta sujeta a un complejo sistema de
control en donde se involucran factores proangiogénicos y antiangiogénicos. Uno de los
mas importantes factores proangiogénicos es el factor de crecimiento vascular endotelial

(VEGF)".

Durante los periodos tempranos del proceso de regeneracion de la piel,
pequefios capilares angiogénicos penetran en la matriz extracelular provisional y crean
una red microvascular. En los seres humanos, después del nacimiento, las lesiones de la
piel y otros tejidos se realizan por mecanismos que no permiten una regeneracion
apropiada del tejido original, por el contario se promueve la formacion de un tejido
cicatrizal, en donde no existe la regeneracion de apéndices epidérmicos como el cabello o
el vello, por lo que éstos se pierden en el sitio dafiado. El principal reto en la regeneracion
de la piel es el entendimiento de como la piel puede inducir la reconstruccion de las
porciones dafiadas sin la formacion de un tejido cicatrizal o fibrotico. En estudios previos
se ha comprobado que la infusion de células mesenquimales Flk1 positivas obtenidas de
un raton Balb/C que tiene pelaje blanco y que fueron infundidas via intravenosa a un
raton C57BL/6 con pelaje negro, irradiado para su reconstitucion inmunoldgica, el
recipiente gradualmente comenzé a presentar pelaje blanco”’. Los analisis
inmunohistoquimicos de las areas de la piel demostraron que los foliculos con pelaje
blanco contenian células derivadas del donador de células madre mesengquimales,
sugiriendo que éstas se encuentran significativamente involucradas en la regeneracion y

funcionamiento del foliculo piloso.



Las quemaduras por irradiacion en la piel resultan en muerte celular, pero la
estructura cutanea permanece, la cual provee un andamiaje para la regeneracién cutanea.
El papel de las células madre mesenquimales (MSCs, por sus siglas en inglés) en la
regeneracion cutdnea de heridas excisionales, donde el andamiaje con las células se
pierde, también ha sido investigado"". Cuando se mezclan células de médula 6sea y
células de la piel de embriones y son aplicadas en una herida excisional fresca, se observa
la formacién de epidermis, foliculos pilosos y glandulas sebaceas. Si Unicamente se
aplican las células de la médula 6sea esto no ocurre; sin embargo, si se aplican células
mesenquimales en una matriz de gel, si se induce una regeneracion dérmica con
apéndices foliculares y glandulares. Estos resultados sugieren que las células
mesenquimales requieren la coexistencia de células de la piel y moléculas liberadas por
éstas para la diferenciacion y la regeneracion estructural. Varios estudios han demostrado
que las células mesenquimales son faciles de expandir in vitro, y que estas células
expandidas promueven la regeneracién de heridas en modelos animales™. Estudios
recientes indican que las heridas excisionales pueden resistir fuertemente la contraccion
de la piel local en ratones, permitiendo a la herida sanar a través de una granulacion y
reepitelizacion. Se ha demostrado que la aplicacion tépica de MSCs alogénicas puede
significativamente acelerar la regeneracion de heridas cutaneas, tanto en ratones bd/db
como en ratones normales. Las heridas tratadas con MSCs exhiben una velocidad
significativamente mas alta de cierre con una reepitelizacién, celularidad y angiogénesis
del area regenerada. Es importante notar que las MSCs alogénicas fueron mucho mas
potentes en promover la reparacion de la herida en comparacion con los fibroblastos
dérmicos, células que conforman la mayor poblacion del estroma de la piel. Mas

recientemente se ha comprobado que las MSCs aceleran la regeneracion de Ulceras en

ratones diabéticos®. Impresionantemente, las MSCs alogénicas exhiben una sobrevivencia
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similar a un injerto en comparacion a las células singénicas en estos mismos modelos.
Estos datos son significativamente importantes para el desarrollo de terapias basadas en
MSCs. Se tiene poca informacion acerca del efecto de MSCs en la regeneracion de
heridas cutaneas en humanos. En un reporte, cinco pacientes con heridas cronicas agudas
y ocho pacientes con heridas cronicas de largo estadio, recibieron células autélogas
mesenquimales de médula 6sea“. Estas células fueron expandidas y aplicadas
topicamente en cuatro ocasiones sobre las heridas en una matriz de fibring;
subsecuentemente el analisis de las biopsias del tejido mostrd signos de sobrevida de las
células implantadas y la generacion de nuevas fibras elasticas en la herida. Las MSCs
residentes en la piel o colocadas en la herida cutinea juegan un papel importante en el
mantenimiento de la estructura y en la integridad funcional de la piel a través de factores
paracrinos. Varios estudios han demostrado que las MSCs secretan una variedad de
citocinas. En un analisis de protedmica, empleando microarreglos de anticuerpos para la
deteccion de 79 citocinas humanas, el medio condicionado derivado del cultivo de las
MSCs, se observé que reacciona con una gran cantidad de éstas. Una regeneracion
Optima de la piel requiere una integracién orquestada de varios eventos moleculares
mediados por estas citocinas. Los fibroblastos son la principal poblacion en la piel y
secretan diversas moléculas involucradas en la homeostasia y en la regeneracion de
heridas. En un estudio comparativo donde se analiz6 el medio condicionado del cultivo
de MSCs por una parte, y el de fibroblastos dérmicos, se logré determinar que de 81

Xiii

citocinas analizadas, 31 se expresan de manera distinta™ . Es conocido que las MSCs
secretan grandes cantidades de factores de crecimiento que incrementan la regeneracion
de lesiones en la piel, pero secretan bajas cantidades de IL-6 y osteoprotegerina en
comparacion con los fibroblastos. De los factores de crecimiento expresados de manera

distinta, el factor de crecimiento semejante a la insulina-1 (IGF-1) es particularmente

11



intrigante, ya que su expresion en las MSCs es extremadamente alta. Recientemente se ha
demostrado que el IGF-1 juega un papel crucial en la regeneracion de varios tejidos*".
Por lo tanto, el IGF-1 por si mismo, y junto con otras citosinas, pueden estar involucrados
en la regeneracion cutdnea. De acuerdo con esto, el medio condicionado derivado del
cultivo de las MSCs, significativamente promueve la proliferacion de queratinocitos y
celulas endoteliales in vitro, y las heridas tratadas con MSCs contienen cantidades
adecuadas de apéndices relacionados con la piel, en comparacion con las heridas tratadas
Unicamente con fibroblastos dérmicos. En general, el perfil de citocinas expresado por las
MSCs, sugiere que éstas ultimas secretan altos niveles de citosinas, las cuales
incrementan el crecimiento celular y la regeneracién de tejidos, mientras que los
fibroblastos dérmicos expresan grandes cantidades de citocinas que promueven el

proceso inflamatorio.

Las células inflamatorias participan activamente en la regeneracion de heridas.
Inmediatamente después de una lesion en la piel, la herida se vuelve hipdxica, lo cual
crea un microambiente quimiatractivo para las células del sistema inmunolégico
circulantes. Especificamente los linfocitos son reclutados en la herida después de una
lesion, en donde los neutrofilos, los monocitos (macréfagos) y los linfocitos
secuencialmente dominan la herida, y un disturbio en esta secuencia de eventos puede
causar un desorden en la regeneracion de la herida. Las MSCs son capaces de secretar un
gran numero de citocinas como la proteina inflamatoria de macréfago (MIP)-1, MIP-2, la
proteina quimioatrayente de monocito (MCP)-5, el factor derivado de célula estromal
(SDF)-1y el G-CSF, el cual afecta ciertos linajes de células inflamatorias™. Por esto es
importante conocer bajo condiciones de trasplante, particularmente en la aplicacién local,
la influencia de las MSCs en el proceso inflamatorio de la regeneracion de la herida. Se

ha encontrado que ocurre una reduccion en la inflamacion cuando se realiza la inyeccion

12



local de MSCs en el miocardio infartado, el cual contribuye considerablemente a reducir

Xvi

el tejido cicatrizal en el tejido del corazon afectado™. El anélisis de células en heridas
excisionales, indica que el medio condicionado derivado del cultivo de MSCs es un
quimiotactico muy fuerte para macrofagos, permaneciendo sin cambios los granulocitos
reclutados, mientras que la poblacion de células T mostré una modesta reduccion. Los
resultados son consistentes con los datos obtenidos in vitro, en los cuales, el medio

condicionado derivado de MSCs fue un poderoso quimioatrayente para los monocitos

(seis veces mas que el medio condicionado de fibroblastos dérmicos).

Las moléculas MIP y MCP son los principales quimiotacticos para monocitos
y macrdfagos y juegan un papel muy importante durante la infiltracion de los macréfagos
durante el proceso de la restauracion de la lesion. Las MSCs secretan varias veces mas
MIP-1 y MCP-5 que los fibroblastos dérmicos. Se sabe que los macréfagos tisulares
juegan un papel muy importante en la regeneracion tisular. Los resultados anteriormente
descritos sugieren que las MSCs reclutan selectivamente monocitos en la herida a través
de la liberacion de citocinas quimioatrayentes, implicando un valor terapéutico
significativo en el tratamiento de heridas cronicas con este tipo de células. La

neovascularizacion es un paso crucial en el proceso de la regeneracion cutanea.

La aplicacion local de MSCs promueve la neovascularizacion. Los factores
paracrinos de las MSCs parecen tener un papel importante en este incremento de la
angiogénesis. Las MSCs son capaces de liberar altos niveles de proteinas
proangiogénicas como las citocinas VEGF-a, IGF-1, el factor de crecimiento derivado de
plaquetas BB y la angiopoyetina 1, asi como también altas cantidades de factor de

crecimiento vascular e interferén alfa.
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El bioandamio es un sustituto dérmico con una sustancia bioactiva de
restauracion tisular, constituido por un spray de células madre mesenquimales obtenidas
de tejido graso de origen humano, y esta construido con factor endotelial, fibroblastos y
un concentrado de interleucinas (IL-12P70, IL-1BETA, TNF-ALFA, INF-ALFA, IL-8,
IL-6). La innovacion de un sustituto dérmico de disponibilidad inmediata, a partir de
células madre mesenquimales alogénicas podria resolver importantes aspectos alrededor

del tratamiento de pacientes con quemaduras y Ulceras:

1. El producto estd constituido por un spray que sirve como vehiculo en donde se
encuentran células madre mesenquimales vivas. Esto garantiza que el producto
mantendra en el lugar de la lesion un amplio espectro de moléculas bioactivas que
alterar4 de manera positiva el microambiente de la zona dafiada. Este hecho reduce de
manera dramatica el tiempo de hospitalizacion, tratamiento y cuidados relacionados a

este tipo de paciente.

2. Se utilizan células madre mesenquimales de origen alogénico, mismas que pueden ser
aisladas bajo consentimiento informado de tejido graso obtenidos mediante lipoaspiracion
de donadores sanos. Este hecho evita exponer al paciente a un dafio mas, ya que elimina

la necesidad de tomar biopsias de piel para obtener células aut6logas.

3. Las células madre mesenquimales pueden ser expandidas in vitro para obtener un
namero considerablemente alto de las mismas, que permita su empleo en dosis
apropiadas para la restauracion epitelial. Este hecho garantiza una amplia bioactividad
celular, ademas de una gran biomasa resultante de los procesos de cultivo celular, mismos

que no ocurren en los cultivos de células epiteliales y queratinocitos.

14



4. Las células expandidas pueden ser criopreservadas bajo los estandares internacionales,
y ser almacenadas en tanques de nitrogeno liquido hasta su colocacion en el spray que
servird como vehiculo. Este hecho permite tener una produccion constante, misma que

garantiza la disponibilidad del producto.

5. El producto es de disponibilidad inmediata; una vez solicitado, las células
criopreservadas se descongelan y en aproximadamente 120 minutos esta listo el
bioandamio, en cantidades que pueden cubrir hasta el 90% de la superficie corporal de un
ser humano promedio. Esto permite periodos cortos de restauracion epitelial con
resultados que pueden ser apreciados desde distintos puntos de vista, obteniendo rapida
recuperacion del area dafiada, sin presencia de tejido cicatrizal y/o fibrosis, y con un
excelente resultado estético, mismos que beneficiardn al paciente, social y

psicoldgicamente.

El primer grupo de células madre mesenquimales fue obtenido de la médula 6sea,
como una subpoblacién que presenta marcadores moleculares distintos del linaje
hematopoyético. Las MSCs pueden ser aisladas tanto de embriones como de individuos
adultos. De igual forma se encuentran en los tejidos adiposo y endometrial en grandes
cantidades. Son consideradas células troncales o estaminales y pueden ser expandidas in
vitro sin perder su inmadurez. Su plasticidad celular es inmensa, puesto que cuando son
cultivadas en mezclas especificas de interleucinas y factores de crecimiento, pueden

diferenciarse a linajes mesodérmicos, ectodérmicos y endodérmicos.

Las células madre mesenquimales son capaces de interactuar con las células
del sistema inmunoldgico, generando procesos de inmunomodulacién e

inmunotolerancia. Por todo lo anterior, las MSCs son consideradas células de donacién

15



universal. Hasta la fecha de elaboracién de este documento, no se han presentado eventos

adversos adjudicados al uso de células madre mesenquimales.
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IV. JUSTIFICACION

Actualmente no se cuenta con un tratamiento efectivo para lograr la restauracion epitelial
de tejido alterado por una quemadura, y tampoco con un proceso que induzca la
formacion de Ulceras en la piel. Por lo tanto es importante que se desarrollen soluciones
efectivas que busquen cubrir las deficiencias que hasta este momento se presentan. El
presente proyecto plantea el uso de un dispositivo construido por ingenieria de tejidos que
promueva la reepitelizacion de manera mas eficiente de lo que hasta ahora han
demostrado otros productos, y cuyos resultados presentan problemas en los costos de

produccion, tiempo de tratamiento y eficacia terapéutica.

Es indispensable crear tecnologias que permitan una apropiada recuperacién y que
disminuyan los costos operativos de consulta y tratamiento de los pacientes. El costo
social, econdmico y psicologico que tiene una quemadura sin el adecuado tratamiento,
genera un impacto importante en los individuos y familias que padecen estos

desafortunados eventos.

La fabricacién de un sustituto dérmico de disponibilidad inmediata a partir de
células madre mesenquimales alogénicas, puede significar un enorme avance en nuestro
pais para el tratamiento del paciente con quemaduras, ya sea pediatrico o adulto. La
evidencia cientifica ha demostrado la universalidad de las células estromales
mesenquimales, perfilandolas como la materia prima ideal en la restauracion de érganos y
tejidos, con la ventaja de poder contar con poblaciones suficientes de estas células,
provenientes de donadores sanos, para su uso en la construccion de sustitutos dérmicos y
su aplicacion terapéutica en quemaduras Yy Ulceras. Actualmente existen
aproximadamente 200 protocolos clinicos aprobados por la US Food and Drug

Administration (FDA, por sus siglas en inglés) empleando células madre mesenquimales,
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obtenidas de diversos origenes, tanto de tejidos adultos como de tejidos
extraembrionarios, de forma tanto autdloga como alogénica. Las propiedades
antiinflamatoria, de inmunomodulacion e inmunotolerancia, permiten utilizar células
madre mesenquimales sin la necesidad de verificar histocompatibilidad entre donador y

receptor.

Esta investigacion pretende explorar los resultados de la aplicacion de un producto de
disponibilidad inmediata, que podria reducir ampliamente los costos de tratamiento de

pacientes quemados y/o ulcerados.

V. HIPOTESIS

1. Hipdtesis nula: Uso de bioandamio de células madre mesenquimales en spray
como aposito en quemaduras de segundo grado superficial y profundo, después de
7y 21 dias de seguimiento en porcinos de experimentacion, no es efectivo y no
muestra ventajas contra el uso de apositos de Epifast o Tegaderm.

2. Hipdtesis alterna: Uso de bioandamio de células madre mesenquimales en spray
como aposito en quemaduras de segundo grado superficial y profundo, después de
7'y 21 dias de seguimiento en porcinos de experimentacion, es efectivo y muestra

ventajas contra el uso de apositos de Epifast o Tegaderm.

VI. OBJETIVOS

1. General: Comparar el grado de restauracion de lesiones dérmicas por quemadura
mediante el uso de apoésitos de queratinocitos (Epifast), apdsito (Tegaderm) y
bioandamio de células madre mesenquimales en porcinos raza Yorkshire-Landrace.

2. Particulares:
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a. Evaluar en el modelo animal el efecto de los sustitutos dérmicos
desarrollados en la resolucién de heridas causadas por quemaduras y
Ulcerasalos 7 y 21 dias.

b. Describir eventos adversos.

c. Evaluar las condiciones histopatoldgicas (reepitelizacion, proliferacion
fibroblastica, capas de espesor, infiltrado inflamatorio, porcentaje linfoide

y polimorfonuclear, angiogénesis y capilares).

VIl. TIPO DE ESTUDIO:
Estudio experimental, analitico, longitudinal y prospectivo en porcinos en el Servicio de
Bioterio y Cirugia Experimental del Hospital Central Sur de Alta Especialidad de

Petréleos Mexicanos.

VIIl.  MATERIAL Y METODOS
1. UNIVERSO: Se utilizaron porcinos del Servicio de Bioterio y Cirugia
Experimental del Hospital Central Sur de Alta Especialidad de Petrdleos
Mexicanos.
MUESTRA: 10 porcinos
2. CRITERIOS DE SELECCION
a. Inclusion: Porcinos clinicamente sanos, no utilizados en algin otro
proyecto de investigacion, sin antecedentes de quemaduras.
b. Exclusién: Animales clinicamente enfermos, con antecedentes de

quemaduras o incluidos en otro proyecto de investigacion.
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c. Eliminacién: Animales fallecidos durante el evento quirtrgico o el
seguimiento.
3. SELECCION DE LA MUESTRA Y PROCEDIMIENTOS

Se seleccionaron 10 porcinos para experimentacion del Servicio de Bioterio y
Cirugia Experimental del Hospital Central Sur de Alta Especialidad de Petroleos
Mexicanos, con base en los criterios ya antes mencionados, los cuales se colocaron en
jaulas individuales a temperatura ambiente. Los porcinos fueron proporcionados por la
empresa BIOINVERT, especializada en animales de laboratorio; cruza de las razas
Yorkshire-Landrace clinicamente sanos con pesos de 10.400 Kg a 16.200 Kg. Se
alimentaron con concentrado comercial marca Purina, etiqueta verde 25-60, cuya tabla

nutricional es:

Humedad 12% Maximo
Proteina 15% Minimo
Grasa 1.50 Minimo
Fibra cruda 10% Maximo
Cenizas 8% Maximo

Calcio 0.65 Minimo
Faosforo 0.45 Minimo
E.L.N. 53.5% P/DIF

El alimento se administrd a libre acceso al igual que el agua potable. Se evalué de
manera individual y grupal el comportamiento de los porcinos. Se tomaron los pesos
individuales de los porcinos para cuantificar su ganancia diaria como un indicador

indirecto de bienestar animal.
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TECNICA QUIRURGICA

Todas las cirugias se realizaron bajo condiciones estériles con el porcino descansando en
posicion decubito ventral. Treinta minutos previos a la cirugia se administraron 1-5 gr.
de penicilina IV.

La técnica anestésica fue general con sedacion. Se llevo a cabo con una
combinacion  de anestésico:  Tiletamina/zolazepam (ZOLETIL), 3.5mg IM;
tranquilizante, relajante muscular: Xilazina PROCIN EQUUS 1.32mg, IM; analgésico:
Tramadol (TRADOL) 50mg, IM.

Dicha combinacion proporcioné una adecuada anestesia y analgesia para este
protocolo, 15 minutos después se realizaron las quemaduras.

Se realizaron 6 quemaduras de segundo grado profundo, de aproximadamente 5
cm cada una, en dorso de tronco de cada porcino. Las quemaduras se infringieron con una

placa metélica por contacto durante 3 segundos.

GRUPQOS DE ESTUDIO

Se dividieron en 2 grupos de 3 heridas cada uno para ser evaluadas a los 7 dias (grupo A)
y 21 dias (grupo B). Una de las heridas, fue manejada como se realiza convencionalmente
en el hospital, es decir, mediante la aplicacion de apdsitos de queratinocitos cultivados de
7 x 8 cm? (Epifast, E); en otra herida, se colocé Unicamente cubierta de apésito
(Tegaderm, C) y en la tercera herida se aplico el bioandamio de células madre

mesenquimales en spray (cantidad celular: 1 x 10° por cada 100 uL) (CM) (Figura 1).
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Figura 1. Induccion de quemaduras para cada grupo de estudio.

El grupo A, fue observado por un periodo de 7 dias, con la aplicacion diaria del
bioandamio de células madre mesenquimales en spray en la herida tratada con este
método; las otras 2 heridas de este grupo, fueron manejadas con el aposito de Epifast y
Tegaderm, respectivamente, permaneciendo cubiertas durante los 7 dias del tratamiento.

El grupo B, fue observado por un periodo de 21 dias, con aplicacion semanal
durante 3 semanas del bioandamio de células madre mesenquimales en spray en la herida
manejada con este método; las otras 2 heridas de este grupo, fueron tratadas con el
aposito de Epifast y Tegaderm, respectivamente, permaneciendo cubiertas durante los 21
dias.

Al término de los 7 y 21 dias, se tomaron biopsias de las tres heridas de este grupo
y se enviaron para estudio histopatologico. En el postoperatorio, se aplicé como
antibiotico preventivo, una ampolleta de penicilina benzatinica combinada de 1,200,00Ul

I.M. y como analgesico, metamizol sodico via oral por 2 dias.
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TOMA DE BIOPSIAS
Para la toma de las biopsias, se anestesié a los animales con la misma combinacién
anestésica y analgésica. Se realizo mediante una biopsia excisional de 1cm x 2cm, con
una hoja de bisturi del nimero 10; se obtuvo una biopsia por cada quemadura provocada.
A los 7 dias de la quemadura del grupo A, se tomaron 3 biopsias por cada porcino
(una biopsia por cada herida, es decir, 3 muestras por cerdo), etiquetando la fecha y la
muestra a la que correspondié cada toma (quemadura testigo, quemadura con bioandamio
de células madre mesenquimales y quemadura con Epifast).
A los 21 dias de la quemadura del grupo B, se tomaron 3 biopsias por cada
porcino (una biopsia por cada herida, es decir, 3 muestras por cerdo), etiquetando la fecha
y la muestra a la que correspondié cada toma (quemadura testigo, quemadura con

bioandamio de células madre mesenquimales y quemadura con Epifast) (Figura 2).

Figura 2. Toma de las biopsias.

Todas las muestras fueron puestas en un tubo de ensayo con formol, tapado y

herméticamente sellado. Las muestras fueron enviadas al laboratorio de histopatologia
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para realizar un analisis de morfologia con técnicas de hematoxilina y eosina y/o
tricromico de masson. Se solicito especial atencion en la presencia o ausencia de

apéndices dérmicos (glandulas sebaceas, glandulas sudoriparas y foliculos pilosos).

Para definir la eficacia de la mejoria, se tomo en cuenta la reepitelizacion,
proliferacion fibroblastica, capas de espesor, infiltrado inflamatorio, porcentaje linfoide y
polimorfomuclear, angiogénesis y capilares en el sitio de la quemadura comparando el
control (Tegaderm) con las areas donde se uso Epifast y el spray de células madre

mesenquimales (Biandamio).

24



4. DEFINICION DE VARIABLES

Variables

Tipo de material

Reepitelizacion

Proliferacion fibroblastica

Capas de espesor

Infiltrado inflamatorio

Porcentaje linfoide

Porcentaje polimorfonucleares

Angiogénesis

Capilares

Eficacia del tratamiento

Escala de medicién

Cualitativa nominal

Cualitativa ordinal

Cualitativa ordinal

Cuantitativa discreta

Cualitativa ordinal

Cuantitativa discreta
Cuantitativa discreta

Cualitativa ordinal

Cuantitativa discreta

Cualitativa ordinal

Categorias

Epifast

Tegaderm (control)
Bioandamio (células
madre mesenquimales)
Minimo

Parcial

Total

Minima

Leve

Moderada

Numero de capas
Leve

Moderado

Denso

%

%

Minima

Leve

Moderada

Intensa

Numero de capilares
Malo

Regular

Bueno
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5. RECURSOS

Epifast

S

Tegaderm

Bioandamio de células mesenquimales

o o

Béascula
Placa metélica
Guantes

Solucion estéril

o Q S o

Medicamentos (sedantes, analgésico y antibiotico)

IX. PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO
Se empled estadistica descriptiva para variables cualitativas, y para las cuantitativas,
medidas de tendencia central y dispersion. Para comparar los grupos de estudio se empleo

la prueba Kruskall Wallis (p<0.05).

X. CONSIDERACINES ETICAS
El estudio se llevd a cabo de acuerdo con los lineamientos descritos por la NOM-062-
Z00-1999 por lo cual no fue necesaria carta de consentimiento informado.
Aunado a lo anterior, el protocolo fue aprobado para su realizacion por el Comité
Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Experimentacion (CICUAE) del
hospital, con el fin de preservar el tratamiento ético de los animales conforme a las

normas antes mencionadas.
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Xl.  RESULTADOS

Se incluyeron 10 muestras por cada grupo de estudio (Control, Epifast y Células Madre).
Del total de muestras (n=30) analizadas a los 7 dias, un 60% obtuvo un grado parcial de
reepitelizacion (18 muestras), siendo mayor en el grupo de Epifast con 7 muestras
(38%). De las muestras analizadas a los 21 dias, el 96.6% obtuvo un grado de
reepitelizacion total (29 muestras). Los grupos de Células Madre y Epifast, mostraron

reepitelizacion total para todas las muestras (Grafica 1).

Con respecto al porcentaje de reepitelizacién, a los 7 dias, los 3 grupos obtuvieron
un 30% de sus muestras con el 100% de reepitelizacion. El grupo de Células Madre
presentd en el 90% de sus muestras un grado de reepitelizacion del 35% o mayor; los
grupos de Epifast y Control, 80% y 70%, respectivamente (Tabla 1). A los 21 dias, todas

las muestras presentaron el 100% de reepitelizacion.

27



Tabla 1. Porcentaje de reepitelizacion 7 dias

Porcentaje de Grupo
reepitelizacion (%) Control Células Madre Epifast

5 1 0 0
10 1 0 0
15 0 1 0
20 0 0 1
25 0 0 1
30 1 0 0
35 0 4 0
40 1 0 0
50 0 0 1
60 0 1 1
65 1 0 0
70 1 0 0
80 0 0 1
90 0 1 2
95 1 0 0
100 3 3 3

En relacion con el numero de capas de espesor, de las muestras analizadas a los 7
dias, el 60% de las biopsias del grupo Control presenté entre 1 y 6 capas de
reepitelizacion, entre 2 y 6 capas para el grupo de Células Madre y entre 1y 7 para el de

Epifast.

De las muestras analizadas a los 21 dias se observd que el grupo de Células Madre
presentd un minimo de capas de espesor de 7 a 9 (30% de las biopsias) y un maximo de
12 a 14, en contraste con los grupos Control y Epifast, los cuales obtuvieron minimos de
ladyde5a 7 capas, asi como maximos de 10 a 12 y de 12 a 13 capas, respectivamente.

(Tabla 2).
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Tabla 2. Numero de capas de espesor

. Grupo
Capas de espesor a los 7 dias Control ~ Células I\F/)Iadre Epifast
la3 3 1 0
la4d 0 1 0
lab 2 0 2
lab6 1 0 0
2a10 0 0 1
2ab 0 2 0
2a6 1 2 0
3a6 0 2 2
3a7 0 0 2
3a8 0 0 1
4a10 1 0 0
4a9 0 0 1
5a12 0 0 1
5a9 0 1 0
6al0 1 0 0
6a9 0 1 0
Mas de 10 1 0 0
. Grupo
Capas de espesor a los 21 dias Control ~ Células I\F/)Iadre Epifast

la4d 1 0 0
5a7 0 0 1
6a8 2 0 2
7a9 0 3 0
8al0 2 2 0
8al2 1 1 0
9al0 0 2 1
9all 1 0 2
9al2 0 1 0
9al3 1 0 0
9al4 0 0 1
10a12 2 0 1
11a13 0 0 1
12a13 0 0 1
12a14 0 1 0

Con relacion a la proliferacion fibrobléstica, a los 7 dias la mayoria obtuvo una
proliferacion leve (19 muestras), siendo mas frecuente en el grupo Control (7 muestras).

A los 21 dias la mayor parte de las muestras tuvo una proliferacion fibroblastica
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moderada (21 muestras), con predominancia en el grupo de Células Madre (8 muestras).

No se presentd ningln caso de proliferacion de grado minimo a los 21 dias (Gréfica 2).

Por otro lado, la mayor parte de las muestras obtuvo un grado de infiltrado
inflamatorio leve a los 7 y 21 dias (20 muestras y 29 muestras, respectivamente). A los 7
dias se observd una mayor frecuencia de infiltrado inflamatorio leve en los grupos
Control y Epifast (7 muestras de cada grupo); sin embargo, el grupo de Células Madre
presentd infiltrado inflamatorio moderado en un 40% de sus muestras. A los 21 dias, se
observé que todas las muestras de Células Madre y Epifast presentaron infiltrado

inflamatorio leve. Ningun caso presentd infiltrado inflamatorio denso (Gréfica 3).
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En relacion con el infiltrado inflamatorio, de las muestras analizadas a los 7 dias,
se observo un porcentaje de infiltrado linfoide de 30% en 3 muestras del grupo de Células
Madre y 5 del grupo de Epifast, asi como de 40% en 3 muestras del grupo de Células

Madre. El grupo Control presentd un infiltrado linfoide de 70% en 3 de sus muestras.

De las muestras obtenidas a los 21 dias, el grupo de Células Madre presentd un

infiltrado linfoide de 90% en 5 muestras; el grupo Epifast de 80% y 90% en 4 muestras

cada uno y el grupo Control de 80% en 4 muestras (Tabla 3).

Tabla 3. Porcentaje linfoide

P . Grupo
% Linfoide a los 7 dias Control  Células Madre Epifast
20 2 1 2
30 1 3 5
40 1 3 1
50 1 0 1
60 1 2 0
70 3 0 0
80 1 1 1
P . Grupo
% Linfoide a los 21 dias Control ~ Células Madre Epifast
30 0 0 1
40 1 0 0
50 1 2 1
65 0 1 0
70 2 2 0
80 4 0 4
90 1 5 4
95 1 0 0
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En relacién con el porcentaje de infiltrado inflamatorio de polimorfonucleares,
para las muestra analizadas a los 7 dias, el grupo Control presenté un 30% en 3 de sus
muestras; el grupo de Células Madre un 60% y 70% en 3 muestras cada uno y el grupo
Epifast un 70% en 5 muestras.

De las muestras obtenidas a los 21 dias, el grupo Control present6 un infiltrado
inflamatorio de polimorfonucleares de 20% en 4 muestras; el 50% de las muestras del
grupo de Células Madre presento entre 30 y 50% de infiltrado y el grupo de Epifast un 10

y 20% con 4 muestras en cada uno (Tabla 4).

Tabla 4. Porcentaje de polimorfonucleares

% polimorfonucleares a los 7 dias Control Célulca;l;ul\F/)l(;dre Epifast
20 1 1 1
30 3 0 0
40 1 2 0
50 1 0 1
60 1 3 1
70 1 3 5
80 2 1 2
% polimorfonucleares a los 21 dias Control Célulca;l;ul\F/)l(;dre Epifast
5 1 0 0
10 1 5 4
20 4 0 4
30 2 2 0
35 0 1 0
50 1 2 1
60 1 0 0
70 0 0 1
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En relacion con el grado de angiogénesis, las muestras analizadas a los 7 dias
presentaron mayor frecuencia en el grado leve en los tres grupos; grado moderado en 4
muestras del grupo de Epifast y grado intenso en 1 muestra del grupo de Células Madre.

De las muestras analizadas a los 21 dias, se observa que el 80% del grupo Control
obtuvo Unicamente un grado leve de angiogénesis, mientras el grupo de Células Madre
presentd 5 muestras con grado leve y 5 con grado moderado; el grupo de Epifast present6

4 muestras con grado leve y 6 con grado moderado (Grafica 4).
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En relacion con el nimero de capilares, de las muestras analizadas a los 7 dias, el
60% de las biopsias del grupo Control presentd entre 1 y 5 capilares; en el grupo de
Células Madre, el 50% de las muestras presentd entre 2 y 5 capilares y el 20% entre 4y 8.
En el grupo de Epifast, el 70% de las muestras presenté minimo 2, méximo 6 capilares, y
solo un 10% alcanzd los 7 capilares.

De las muestras analizadas a los 21 dias, el 70% de las biopsias del grupo Control
Unicamente presentd entre 1y 2 capilares. En el grupo de Células Madre, un 40% de las
muestras presento de 1 a 2 capilares; otro 40% entre 2 y 3, e incluso un 10% alcanzo a
obtener en 3y 4 capilares. En el grupo de Epifast, un 50% present6 de 1 a 2 capilares y el

50% restante de 2 a 3.

Tabla 5. Numero de Capilares

Grupo
Control  Células Madre Epifast
0

Numero de Capilares a los 7 dias

la?
la3
la4d
lab
2a3
2a4
2ab
3ab
3ab6
3a7
4a6
4a7
6a8

Numero de Capilares a los 21 dias
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o
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Grupo

Control ~ Células Madre Epifast
0al 1 0

la?2
la3
2a3
3a4
3ad
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HISTOPATOLOGIA DEL GRUPO CONTROL

El grupo Control, presenta una superficie epidérmica rugosa café oscura. Al corte seriado,
la dermis es sdlida, de coloracion blanquecina, homogénea con &reas de congestion y
focos de hemorragia. Se realizaron cortes y se incluyeron totalmente en una cépsula para

su estudio (Figura 3).

Leve infiltrado inflamatorio agudo Areas de proliferacion fibroblastica
superficial y peri vascular (10x) (40x)

Figura 4. Descripcion Microscopica.
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HISTOPATOLOGIA DEL GRUPO CELULAS MADRE

El grupo de Ceélulas Madre presenta una superficie epidérmica rugosa, que va de
blanquecina a café oscura. Al corte seriado, la dermis es sélida, de coloracion
blanquecina, homogénea con areas de congestion y focos de hemorragia. Se realizaron

cortes y se incluyeron totalmente en una cépsula para su estudio (Figura 5).

Vista panoramica de las zonas Epitelio neo formado de hasta 9 capas de
reepitelizadas (flecha) (4x) espesor (flecha) (10x)

Leve infiltrado inflamatorio misto y Zonas de angiogénesis (40x)
proliferacion fibroblastica (10x)

Figura 6. Descripcion Microscopica.
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HISTOPATOLOGIA DEL GRUPO EPIFAST
El grupo de Epifast presenta una superficie epidérmica rugosa, que va de blanquecina a
café oscura. Al corte seriado, la dermis es sdlida de coloracion blanquecina, homogénea

con &reas de congestion y focos de hemorragia. Se realizaron cortes y se incluyeron

totalmente en una cépsula para su estudio (Figura 7).
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Epitelio neo formado de hasta 9 capas de

Vista panoramica de las zonas reepitelizadas
espesor (flecha) (10x)
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Zonas de angiogénesis (40x)

Leve infiltrado inflamatorio misto y
proliferacion fibroblastica (10x)

Figura 8. Descripcion Microscopica.
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CATEGORIZACION DE LOS DATOS HISTOLOGICOS

Se realiz6 una categorizacion de variables con el objetivo de determinar qué tratamiento,
0 tratamientos, suponen los mayores beneficios para los pacientes. Los resultados fueron
clasificados como buenos, regulares o malos, de acuerdo con los datos histoldgicos
presentados anteriormente.

El 70% de los tratamientos del grupo Control fue clasificado como malo y el 30%
restante Unicamente como regular. El grupo de Células Madre, presentd un 70% de
tratamientos regulares, 10% de tratamientos buenos y solamente un 20% fue catalogado
como malo. El grupo de Epifast obtuvo los mejores resultados, muy parecidos a los del
grupo de Células Madre: 80% de tratamientos regulares, 10% buenos y 10% malos.

Es evidente que los grupos de Células Madre y Epifast presentan resultados

equiparables, por lo que ambos tratamientos podrian funcionar como sustitutos perfectos.

Para hacer posible la comparacién de resultados entre los tres grupos de estudio
con respecto al grado de reepitelizacion, proliferacion fibroblastica, grado inflamatorio y
grado de angiogénesis, tanto a los 7 como a los 21 dias, se aplic6 la prueba de Kruskal-
Wallis. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), lo que

pareciera indicar que, por lo menos estadisticamente, los tres grupos analizados presentan

38



resultados muy semejantes. Sin embargo, al categorizar en datos clinicos, si se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos (p=0.012),
obteniendo un mayor nimero de casos buenos en el grupo de Células Madre y Epifast.
Por otro lado, al comparar el grupo de Células Madre con el grupo Control, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas (p=0.045), presentando mejores
resultados el grupo de Células Madre. Al comparar Células Madre Unicamente con el
grupo de Epifast, no se encontraron diferencias significativas (p=0.739), por lo que puede

considerarse que ambos tratamientos son igual de efectivos.

XIl. DISCUSION

Con base en los resultados obtenidos, puede afirmarse que el uso de células madre
mesenquimales en el tratamiento de gquemaduras para el modelo porcino, produce una
restauracion de la piel extremadamente semejante a la obtenida mediante el uso de

Epifast. El maximo beneficio pudo observarse a los 21 dias.

Con respecto a la reepitelizacion, a los 21 dias se obtuvo el 100% en los grupos de
Células Madre y de Epifast; estos mismos grupos obtuvieron un infiltrado inflamatorio
leve para el 100% de sus muestras durante el mismo periodo. La proliferacion
fibroblastica fue moderada para ambos grupos (80% y 70% de sus muestras,
respectivamente) al término de los 21 dias. Se observan resultados similares con respecto
a la angiogénesis: 50% y 60% de las muestras obtuvieron un grado moderado de

formacion de vasos sanguineos, respectivamente.

Durante el estudio, no se presentaron efectos adversos derivados del uso de

células madre mesenquimales. Asi mismo, el tiempo de fabricacion del bioandamio es
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menor que el empleado para la aplicacién de otros tratamientos reportados en la literatura

y practicados clinicamente.

La evidencia cientifica sugiere que el producto es adecuado para propiciar una
reepitelizacion de tiempos reducidos, asi como para evitar la generacion de tejido

cicatrizal y fomentar la regeneracion de apéndices dérmicos.

Los alcances de la presente investigacion son:

- Justificar la elaboracion del bioandamio a nivel industrial, ya sea en el
corto o mediano plazo.
- Emprender la creacion de un banco de células madre que permita hacer

mas eficiente el tratamiento de pacientes quemados y/o ulcerados.

Evidentemente, lo anterior tendré que realizarse de acuerdo a las Normas de Correcta
Fabricacion (NCF), a los lineamientos establecidos por COFEPRIS y a otros estandares y

requerimientos obligatorios.

XIll.  CONCLUSIONES
Se comprobd la eficacia del uso de células madre mesenquimales en el tratamiento de
guemaduras, encontrando resultados equiparables con aquellos obtenidos mediante el uso
de Epifast. Ambos tratamientos producen resultados superiores a los observados en el
grupo Control.
La terapia con células madre mesenquimales en spray demostro ser una alternativa

efectiva y aplicable para el tratamiento de quemaduras.
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XV.

ANEXOS

ANEXO 1
NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas
para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio.
Al margen un sello con el Escudo Nacional, que dice: Estados Unidos
Mexicanos.- Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y

Alimentacion.

LILIA ISABEL OCHOA MUNOZ, Coordinadora General Juridica de la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion, con
fundamento en los articulos 35 fraccion IV de la Ley Organica de la
Administracion Pablica Federal; articulos 4o. fraccion 11, 12 fraccion XIV, 17 y
18 fraccién VI de la Ley Federal de Sanidad Animal; 38 fraccion I, 40, 41, 43y
47 fraccién IV de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion; 15 fracciones

XXXy XXXI del Reglamento Interior de esta dependencia, y
CONSIDERANDO

Que es atribucion de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion formular, aplicar y, en el &ambito de su competencia, expedir
las disposiciones y medidas zoosanitarias necesarias para verificar y certificar el

cumplimiento de las mismas.

Que es funcion de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural,
Pesca y Alimentacion, fomentar la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio mediante la aplicacion de técnicas tendientes a garantizar la
produccion, proteger la salud y favorecer el buen uso de los animales de

laboratorio.
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Que en la actualidad, la falta de planeacién en la produccion de animales de
laboratorio, la carencia de criterios uniformes relacionados con las actividades
encaminadas al cuidado, manejo y utilizacion de animales con fines de
investigacion cientifica, desarrollo tecnolégico e innovacién, pruebas de
laboratorio y ensefianza, han provocado que el cuidado, el trato y la aplicacién de
técnicas experimentales practicadas en estos animales, sea ejercida en forma

inadecuada, representando graves dafos en el bienestar de los mismos.

Que para lograr resultados confiables en la investigacion cientifica, la docencia
biomédica y el control de calidad, asi como utilizar el menor nimero de animales

posible, es necesario contar con animales de laboratorio en condiciones optimas.

Que cuando se utilizan para fines experimentales procedimientos cuestionables,
inaceptables o contrarios a los principios de ética, éstos pueden causar graves

dafios en el bienestar de los animales.

Que el trato y la atencion inadecuada relacionada con las maniobras para la
movilizacién de los animales de laboratorio, contribuye a elevar los factores de

estrés que los hacen susceptibles a contraer enfermedades.

Que en virtud de lo anterior y como consecuencia del proceso de globalizacion en
el que México se encuentra inmerso, es necesario establecer criterios uniformes
que permitan regular eficientemente la operacion de las actividades relacionadas
con la produccion, cuidado, manejo y uso de los animales de laboratorio, a fin de

favorecer el bienestar de éstos, protegiendo al mismo tiempo su salud.

Que para alcanzar los objetivos sefialados en los parrafos anteriores, con fecha 6
de diciembre de 1999, se publicé en el Diario Oficial de la Federacion, el
Proyecto de Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, Especificaciones

técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de laboratorio,
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iniciando con ello el tramite a que se refiere la Ley Federal sobre Metrologia y
Normalizacion; razon por la cual, con fecha 18 de junio de 2001, se publicaron las
respuestas a los comentarios recibidos con relacién a dicho proyecto.

Que en virtud del resultado del procedimiento legal antes indicado, se
modificaron los diversos puntos que resultaron procedentes y por lo cual, se
expide la presente Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999,
Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de

laboratorio.
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ANEXO 2

Meéxico D.F. a 13 de Diciembre 2013

Dra. Judith L6pez Zepeda
Jefe de Ensefianza e Investigacion HCSAE, PEMEX
PRESENTE

Ante todo un cordial saludo y al mismo tiempo le informo que el proyecto de
investigacion para elaboracion de tesis titulado:

ALTERNATIVA AL TRATAMIENTO DE QUEMADURAS MEDIANTE EL
EMPLEO DE UN SUBSTITUTO DERMICO, CONFORMADO POR UN SPRAY
DE CELULAS MADRE MESENQUIMALES AISLADAS DE GRASA
CORPORAL. ESTUDIO EXPERIMENTAL EN PORCINOS RAZA
YORKSHIRE-LANDRACE.

Se llevara a cabo de acuerdo con los lineamientos descritos por la NOM-062-
Z00-1999 por lo cual NO AMERITA carta de consentimiento informado.

Sin méas por el momento, me despido de usted, no sin antes agradecer su

invaluable apoyo y sus finas atenciones.

Quedo a sus ordenes.
Siempre agradecido.

Atentamente:

Autor: Miguel Eljure Eljure

cep:
Tutor: Dr. Cuauhtémoc Méarquez Espriella
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ANEXO 3

CERTIFICADO DE CALIDAD CELULAR
Fecha: 19/07/2013

Hora de cosecha: 16:00 hrs

Células: PEMEX Quemaduras

Cantidad celular: 1x10° cel’s

Volumen: 100 . uL

Resultado microbioldgico: Sin desarrollo de bacterias, hongos y levaduras a las 72 hrs

Resultado microplasma: Negativo a la cosecha

Resultado serologia infecciosa donador:

VIH NEGATIVO
HCV NEGATIVO
HBV NEGATIVO
VDRL NEGATIVO

Medio de suspension: solucion de transporte enriquecido con nutrientes que mantienen la

viabilidad celular.
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CITOMETRIA DE FLUJO CELULAS MESNQUIMALES (CD90y 7AAD)
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El 99% de las células expresan el marcador cd90 especifico del linaje mesenquimal y

una viabilidad del 99%.
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